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EFFECTS OF ESTROGEN AND LUTEINIZING-RELEASING HORMONE 
ON CHROMATIN IN CA3 REGION OF MALE RAT HIPPOCAMPUS
Petrović Bojana, Drekić D., Zorić Z., Jović S., Nikolić Milica, Ćupić - Miladinović 
Dejana**
Struktura heterohromatina štiti genom od neželjenih 
rekombinacija, dok estrogen i luteinizirajući-oslobađajući hormon 
(LHRH) uzrokuju promene u samoj strukturi hromatina.
Studija je napravljena sa ciljem dokazivanja povezanosti 
neonatalno aplikovanog estrogena i LHRH, sa ispoljenim efektima na 
hromatinu u hipokampusu odraslih mužjaka pacova. 
Stereološki rezultati su pokazali da je ukupna površina neurona 
kod životinja tretiranih estrogenom značajno smanjena u odnosu na 
kontrolnu i grupe tretirane LHRH. Broj granula heterohromatina u 
grupama tretiranim estrogenom i LHRH je primetno povećan, dok je 
u poslednjoj, četvrtoj grupi tretiranoj i estrogenom i LHRH ova razlika 
još izraženija, kako u odnosu na kontrolnu, tako i u odnosu na ostale 
grupe. 
Ključne reči: CA3 region, estrogen, hipokampus, LHRH, mužjak 
pacova





transkriptuju	 i	 replikuju	 DNK.	 Neposredna	 struktura	 hromatina	 tokom	 interfaze	
zavisi	od	gena	prisutnih	na	DNK:	DNK	kodirajućih	gena	aktivno	transkriptovanih.	
Ovi	“uključeni”	geni	su	mnogo	slobodnije	grupisani	i	u	vezi	su	sa	RNK	polimerazama	






Region	 III	 (CA3)	 hippocampus proper	 je	 deo	 samog	 hipokampusa.	 CA	




lacunosum i završava se u Stratum molecularis.	Piramidalne	ćelije	CA3	regiona,	










Di	 Paola	 i	 sar.,	 2008).	 Ljudi	 sa	 obilnim	 bilateralnim	 oštećenjem	 hipokampusa	
mogu	 iskusiti	 anterogradnu	 amneziju	 ili	 nemogućnost	 zadržavanja	 kratkoročne	
memorije.	Zato	je	od	izuzetnog	značaja	zaštita	ovog	regiona	mozga.	Kod	glodara,	
hipokampus	 se	 intenzivno	 proučava	 kao	 deo	 mozga	 odgovoran	 za	 prostornu	
memoriju	i	orijentaciju.	Veliki	broj	neurona	hipokampusa	pacova	i	miševa	reaguje	
na	ćelije	mesta	(engl. place cells),	odnosno	ćelije	koje	odašilju	veliki	broj	signala	
kada	 životinja	 prođe	 kroz	 poznato	 okruženje.	 Ove	 ćelije	 uzajamno	 deluju	 sa	
mrežnim	ćelijma	susednog	entorinalnog	korteksa	(Moser i	sar.,	2008).








Materijal i metode rada / Material and methods
Reprodukcija,	 kao	 i	 prenošenje	 genetskog	materijala	 kod	 sisara	 oba	pola	
direktno	 zavisi	 od	 adekvatne	 neurosekrecije	 luteinizirajućeg	 oslobađajućeg	
hormona	(LHRH),	poznatog	i	kao	gonadotropin	–	oslobađajući	hormon	(GnRH),	
dekapeptida	 opisanog	 od	 strane	 dva	 Nobelova	 laureata	 –	 Gullemin	 i	 Schally.	
Ova	 činjenica	 je	 najbolje	 prikazana	 kroz	 eksperimente	 u	 kojima	 se	 dejstvo	
dekapeptida	blokira	antagonistima	receptora,	što	dovodi	do	prestanka	ili	redukcije	
sekrecije	 gonadotropina,	 prekida	 funkcije	 gonada	 i	 neplodnosti (D’Souza i 
sar.,	 2004).	 LHRH	se	oslobađa	u	 talasima	 i	 pokreće	produkciju	 estrogena	 koji	
stimuliše	 razviće	 i	 oslobađanje	 jajnih	 ćelija	 iz	 ovarijuma	 (Moore	 i	 sar.,	 2000;	
Stricker,	2001).	Ovo	je	dokazano	eksperimentima	u	kojima	je	dejstvo	dekapeptida	
blokirano	 imunoneutralizacijom	 ili	 receptorskim	 antagonistima,	 što	 neizbežno	
dovodi	 do	 prestanka	 ili	 redukcije	 sekrecije	 gonadotropina,	 poremećaja	 funkcije	
gonada	i	infertiliteta	(Kalra	i	Kalra,	1983).	Kalra	je	primetio	da	kompleksna	serija	
mehanizama,	 uk	ljučujući	 i	 biogene	 amine,	 neuropeptide	 i	 cirkulišuće	 polne	
steroide,	deluje	na	više	hipotalamusnih	 i	možda	 i	ekstrahipotalamusnih	 jedara,	
a	svi	učestvuju	u	 regulaciji	 i	 zaštiti	genoma	 (Kalra	 i	Kalra,	1983).	Kod	pacova,	
aplikovanje	LHRH	antagonista	u	proestrusu	rezultira	brzom	i	potpunom	inhibicijom	
ovulacije,	ukazujući	na	važnost	ovog	neuropeptida	u	procesu	prenosa	genetskog	
materijala	 jedinke.	 Istraživanja	 pokazuju	 da	 aplikacija	 estrogena	 i	 LHRH	 u	







Za	 istraživanja	 smo	 koristili	 mužjake	 Wistar	 soja	 neonatalno	 tretiranih	
estrogenom	(E2)	i	dekapeptidom,	luteinizirajući-oslobađajućim	homonom	(LHRH),	
a	 dobijeni	 rezultati	 upoređivani	 su	 sa	 odgovarajućim	 kontrolama	 žrtvovanih	 u	
adultnom periodu starosti.
Prva	 grupa	 mužjaka	 pacova	 je	 kontrolna,	 intaktna	 grupa.	 Druga grupa 
pacova	 je	 tretirana	 jednom	dozom	 (l	mg)	 estradiol-dipropionata	 (E2,	Galenika,	
Beograd)	3.	dana	po	rođenju.	Treća	grupa	pacova	je	tretirana	82.	i	83.	dana	života	
sa	24	µg	LHRH.	Četvrta	grupa	pacova	je	tretirana	3.	dana	sa	1	mg	E2	plus	82.	








u	 skladu	 sa	 Zakonom	 o	 dobrobiti	 životinja	 Srbije	 (Zakon	 o	 dobrobiti	 životinja,	
2009).	Pre	žrtvovanja,	životinje	su	bile	omamljene	u	etarskoj	narkozi	i	izvršena	je	
dekapitacija	i	to	u	starosti	od	86.	dana	života.	CA3	region	hipokampusa	je	izolovan	




Za	 stereološku	 analizu	 neurona	 CA3	 regiona	 hipokampusa	 uzorkovanje	
je	vršeno	tako	da	 je	analiza	vršena	na	prvom,	srednjem	i	zadnjem	isečku	CA3	
regiona	 hipokampusa.	 Po	 svakom	 ispitivanom	 isečku	 pomoću	 imerzionog	
objektiva	 povećanja	 100x,	 obrađeno	 je	 5	 testnih	 polja	 izabranih	 intermitentnim	
načinom	uzorkovanja	(Witkin,	1990).
Ispitivanje površine tela neurona / Examining of neuron body surfaces
Merenje	površine	some,	jedra	i	jedarceta,	kao	i	broja	granula	heterohromatina	
i	 veličine	 granula	 heterohromatina	 neurona	 CA3	 regiona	 hipokampusa	 kod	
kontrolnih	i	tretiranih	životinja,	rađeno	je	na	preparatima	bojenim	sa	hematoksilin-
eozinom,	pomoću	istraživačkog	mikroskopa	Motic Type 102M, u programu Motic 
Images Plus Version 2.0 ML.
Statistička analiza / Statistical analysis
Prikupljeni	 podaci	 su	 uneti	 u	 kompjutersku	 bazu	 podataka,	 a	 potom	
su	 obrađeni	 metodama	 deskriptivne	 statistike,	 uz	 korišćenje	 SPSS-20 IBM 
statističkog	softvera	za	Windows.	Za	 ispitivanje	normalnosti	 raspodele	obeležja	
korišćeni	 su	 testovi:	Kolmogorov–Smirnov i Shapiro-Wilk (Corder	 i	 sar.,	 2009).	
Za	poređenje	srednjih	vrednosti	kontrolnih	i	 tretiranih,	grupa,	korišćen	je	Mann-
Whitney U	test.	Poređenje	srednjih	vrednosti	grupa	(86.	dan)	rađeno	je	pomoću	
Kruscal-Wallisovog	 testa,	 uz	 primenu	 Bonferonijeve	 korekcije	 alfa	 vrednosti.	
Deskriptivna	 statistika	 je	 prikazana	 pomoću:	 srednje	 vrednosti,	 medijane,	
standardne	devijacije,	minimalne	i	maksimalne	vrednosti.	Za	poređenje	vrednosti	
numeričke	gustine	korišćen	je	chi-	kvadrat	test.
Area	 neurona,	 jedra,	 jedarceta	 i	 veličinu	 granula	 heterohromatina,	 kao	 i	
njegov broj je ispitivano u	CA3	 regionu	 hipokampusa	mužjaka	 kod	 svih	 grupa	
navedenih	u	ovom	radu	tokom	postnatalnog	razvoja.




Prva grupa – Kontrolna grupa, netretirani mužjaci žrtvovani 86. dana života / 
First group – Control group, untreated males, sacrified on the 86th day of life
Neuroni	CA3	regiona	hipokampusa	-	U	ovom	regionu	neuroni	su	piramidalnog	
oblika,	 čiji	 su	 dendriti	 okrenuti	 prema	 slojevima	 hipokampusa	 -	Stratum oriens 
i Stratum lacunosum,	 i	 prema	 Girus Dentatus-u.	 Citoplazma	 (pericarion)	 je	
tamno	 obojena	 (bazofilno),	 naročito	 na	mestu	 okrenuto	 prema	 dendritima	 gde	
se nalazi Nissl-ova	 supstanca	 (tigroidna	 substanca).	 To	 je	 u	 stvari	 granulisani	
endoplazmatičan	retikulum	(gER)	(Vavasseur	i	sar.,	2008).	U	CA3	regionu	između	
Slika	1.	Neuroni CA3 regiona hipokampusa, bojeni hematoksilin-eozin tehnikom kod muž-
jaka pacova žtrvovanih 86. dana; uvećanje 100x; razmera 10 µm; A - Prva grupa 
- Kontrolna grupa, netretirani mužjaci žrtvovani 86. dana života; B - Druga grupa - 
Mužjaci tretirani 3. dana života sa 1mg E2, žrtvovani 86. dana života; C - Treća grupa 
- Mužjaci tretirani 82. i 83. dana života sa 24 µg LHRH, žrtvovani 86. dana života; D 
- Četvrta grupa - Mužjaci tretirani 3. dana života sa 1mg E2 i 82. i 83. dana sa 24 µg 
LHRH žrtvovani 86. dana starosti.
Picture 1. Neurons of CA3 hippocampus region, colored by hematoxylin-eosin technique in male rats sacri-
ficed on the 86th day ; enlargement 100 x; proportion 10 µm; A – First group – Control group, untreated 
males sacrificed on the 86th day of life; B – Second group – Males treated on the 3rd day of life with 1mg 
E2, sacrificed on the 86th day of life; C – Third group – Males treated on the 82nd and 83rd day of life with 
24µg of LHRH, sacrificed on the 86th day of life; D – Fourth group – Males treated on the 3rd day of life 




unutrašnjeg	molekularnog	 i	 na	 spoljnjem	 delu	 piramidalnog	 sloja	 nalazi	 se	 po	
neki	piknotični	neuron.	Međućelijski	prostor	(neuropil)	je	vakuolisan	i	u	njemu	se	






















Druga grupa – Mužjaci tretirani 3. dana života sa 1mg E2 žrtvovani 86. dana 
života / Second group – Males treated on the 3rd day of life with 1mg of E2, sacri-
fied on the 86th day of life
Neuroni	 CA3	 regiona	 hipokampusa –	 Neuroni	 kod	 mužjaka	 tretiranih	
estrogenom	 su	 piramidalnog	 i	 ovalnog	 oblika,	 gde	 su	 dendriti	 dobro	 izraženi	 i	
prekriveni	spinama.	Citoplazma	(pericarion)	je	takođe	tamno	obojena	(bazofilna),	
naročito	Nissl-ova	 supstanca	 odnosno	 gER.	 U	 CA3	 regionu	 nema	 piknotičnih	
neurona,	jer	je	estrogen	svojim	dugim	delovanjem	zaštitio	neurone	od	oštećenja.	
Međućelijski	prostor	(neuropil)	je	homogenog	izgleda	i	u	njemu	se	nalaze	svetle	
glija	 ćelije.	Totalna	 površina	 je	 značajno	 smanjena	 u	 odnosu	 na	 vrednosti	 kod	
kontrolne	grupe	mužjaka	(Tabela	1;	Grafikon	1).
Jedro	 (nukleus) – Površina	 jedra	neurona	CA3	 regiona	hipokampusa	kod	
tretiranih	mužjaka	sa	E2	je	okrugla,	a	pojedine	su	ovalnog	oblika.	U	interfaznom	
jedru	hromatin	se	nalazi	u	obliku	heterohromatina,	čiji	je	broj	iznosio	26,48±10,90	
značajno	 smanjen,	 a	 veličina	 granula	 je	 iznosila	 58,95±17,80	 µm2	 značajno	
uvećane 	 u	 odnosu	na	 kontrolu	 iste	 starosti.	Više	 je	 bio	 zastupljen	euhromatin	











mužjaka	postoji	 jedno	hipertrofisano	 jedarce	 ili	 2	do	3	manja	 jedarceta	u	 jedru	
neurona.	Bilo	 je	značajne	 razlike	u	poređenju	sa	grupom	kontrolnih	mužjaka	u	
odnosu	na	njegovu	totalnu	površinu	(Tabela	1;	Grafikon	3).
Treća grupa – Mužjaci tretirani 82. i 83. dana života sa 24 µg LHRH žrtvovani 
86. dana života / Third group – Males treated on the 82nd and 83rd day of life with 
24µg of LHRH, sacrified on the 86th day of life
Neuroni	 CA3	 regiona	 hipokampusa	 –	 Neuroni	 kod	 mužjaka	 tretiranih	 sa	









heterohromatina	 je	 iznosila	 59,43±21,23	µm2,	 značajno	 uvećana  u odnosu na 









tamnim	 vlaknima	 povezana	 za	 jedrovu	 membranu.	 Postoji	 značajna	 razlika	
u	poređenju	 sa	 kontrolnim	mužjacima	u	odnosu	na	 totalnu	površinu	 jedarceta.	
Jasno	se	razlikuje	tamni	i	svetli	deo	jedarceta	(Tabela	1;	Grafikon	3).
Četvrta grupa – Mužjaci tretirani 3. dana života sa 1mg E2 i 82. i 83. dana sa 
24 µg LHRH žrtvovani 86. dana starosti / Fourth group – Males treated on the 3rd 
day of life with 1mg of E2, and on the 82nd and 83rd day with 24µg of LHRH, sacrified on the 









delovanja	 zaštitio	 neurone	 od	 oštećenja	 (Bowers	 i	 sar.,	 2010;	 McEwen	 i	 sar.,	
2012).	Međućelijski	 prostor	 je	 homogenog	 izgleda	 i	 u	 njemu	 se	 nalaze	 tamne	
glija	ćelije.	Totalna	površina	 je	 	značajno	smanjena	u	odnosu	na	vrednosti	kod	
kontrolne	grupe	mužjaka	(Tabela	1;	Grafikon	1).
Jedro	 (nukleus) – Površina	 jedra	neurona	CA3	 regiona	hipokampusa	kod	
tretiranih	mužjaka	sa	E2	+	LHRH	je	okrugla,	a	pojedine	su	ovalnog	oblika.	U	in-
terfaznom	jedru	se	nalazi	heterohromatin,	čiji	je	broj	granula	iznosio	23,81±12,75	









tretiranih	 mužjaka	 zajedno	 sa	 estrogenom	 i	 LHRH	 postoji	 jedno	 hipertofisano	
jedarce	u	jednom	neuronu.	Od	njega	se	protežu	tamne	niti	do	membrane	jedra,	
odnosno	 iRNK.	Totalna	 površina	 je	 smanjena	 u	 odnosu	 na	 kontrolne	mužjake	
pacova	(Tabela	1;	Grafikon	3).
Tabela	1.	Podaci svih grupa u studiji





Total body surface of 
neurons in µm2
Ukupna	površina	 
jedra µm2 / 
Total surface of  
nucleus in µm2
Ukupna	površina	
jedarceta µm2 / 




Average surface area of  
heterochromatin granules in 
CA3 region in µm2
1. 6 3012,19	±	278,90	 191,72	±	39,32	 					7,40	±	1,70	 								34,09	±	15,35
2. 6 2463,80	±	298,74	 120,24	±	37,47 					7,90	±	1,50 							58,95	±	17,80
3. 6 3017,43	±	231,98 134,35	±	24,16 					7,42	±	1,30 								59,43	±	21,23
4. 6 2936,69	±	228,33 145,88	±	17,63 					7,02	±	1,70 					128,49	±	85,73
Prva grupa –	Kontrolna	grupa,	netretirani	mužjaci	žrtvovani	86.	dana	života;	Druga	grupa	–	Mužjaci	
tretirani	3.	dana	života	sa	1mg	E2,	žrtvovani	86.	dana	života;	Treća	grupa	– Mužjaci	tretirani	82.	i	83.	
dana	života	sa	24	µg	LHRH,	žrtvovani	86.	dana	života; Četvrta grupa – Mužjaci	tretirani	3.	dana	života	
sa	1mg	E2	i	82.	i	83.	dana	sa	24	µg	LHRH,		žrtvovani	86.	dana	starosti
First group – Control group, untreated males sacrificed on the 86th day of life; Second group – Males treated on the 3rd day of 
life with 1mg E2, sacrificed on the 86th day of life; Third group  –  Males treated on the 82nd and 83rd day of life with 24 µg of 
LHRH, sacrificed on the 86th day of life; Fourth group – Males treated on the 3rd day of life with 1mg E2, and on the 82nd and 







rasvetljavanju	dodatnih	determinanti	 različitih	 formi	heterohromatina	u	 interfazi.	
Tumačenje	 stereoloških	 rezultata	 koji	 ukazuju	 na	 promene	u	 vrednostima	 ispi-
tivanih	parametara	kod	mužjaka	pacova	posle	tretmana	estrogenom	i	LHRH	kao	
Legenda	za	grafikone	1,	2,	3	i	4:
Prva grupa – Kontrolna grupa, netretirani mužjaci žrtvovani 86. dana života; Druga grupa – Mužjaci 
tretirani 3. dana života sa 1mg E2, žrtvovani 86. dana života; Treća grupa – Mužjaci tretirani 82. i 83. 
dana života sa 24 µg LHRH, žrtvovani 86. dana života; Četvrta grupa – Mužjaci tretirani 3. dana života 
sa 1mg E2 i 82. i 83. dana sa 24 µg LHRH, žrtvo vani 86. dana starosti
Legend for Graphs 1, 2, 3 and 4:
First group – Control group, untreated males sacrificed on the 86th day of life; Second group – Males treated on the 3rd day 
of life with 1mg E2, sacrificed on the 86th day of life; Third group – Males treated on the 82nd and 83rd day of life with 24 µg of 
LHRH, sacrificed on the 86th day of life; Fourth group – Males treated on the 3rd day of life with 1mg E2, and on the 82nd and 
83rd day with 24 µg of LHRH, sacrificed on the 86th day of life
Grafikon	1.	Ukupna površina tela neurona µm2	/ 
Graph 1. Total body surface of neurons in µm2
Grafikon	2.	Ukupna površina jedra µm2 / 
Graph 2. Total surface of nucleus in µm2
Grafikon	3.	Ukupna površina jedarceta µm2 / 
Graph 3. Total surface of nucleolus in µm2
Grafikon	4.	Prosečna površina granula  
heterohromatina u Ca3 regionu µm2 / 
Graph 4. Average surface area of heterochromatin  
































četvrtoj	 grupi	 tretiranoj	 i	 estrogenom	 i	 LHRH	ova	 razlika	 još	 izraženija,	 kako	u	
odnosu	na	kontrolnu,	 tako	 i	u	odnosu	na	ostale	grupe.	Pretpostavka	 je	 i	da	 je	
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EFFECTS OF ESTROGEN AND LUTEINIZING-RELEASING HORMONE 
ON CHROMATIN IN CA3 REGION OF MALE RAT HIPPOCAMPUS














ЭФФЕКТЫ ЭСТРОГЕНА И ЛЮТЕИНИЗИРУЮЩЕГО РИЛИЗИНГ–ГОРМОНА 
НА  ХРОМАТИН В ОБЛАСТИ CA3 ГИППОКАМПА САМЦОВ КРЫС





Целью	 исследования	 было	 доказательство	 связи	 неонатально	 введенного	
эстро	гена	 и	 LHRH	 с	 эффектами	 воздействия	 на	 хроматин	 в	 гиппокампе	 взрослых	
самцов	крыс.	
Стереологические	 результаты	 показали,	 что	 общая	 площадь	 нейронов	 у	 жи-
вотных,	получавших	эстроген,	значительно	сокращена	по	сравнению	с	контрольной	
группой	 и	 группами,	 получавшими	 LHRH.	 Количество	 гранул	 гетерохроматина	
в	 группах,	 получавших	 эстроген	 и	 LHRH	 заметно	 выше,	 при	 этом	 в	 последней,	
четвертой	группе,	получавшей	и	эстроген,	и	LHRH	эта	разница	еще	более	выражена,	
как	по	сравнению	с	контрольной,	так	и	с	остальными	группами.	
Ключевые	слова:	область	CA3,	эстроген,	гиппокамп,	LHRH,	самец	крысы
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